
307

Rev Inv Vet Perú 2013; 24(3): 307-315

1 Laboratorio de Microbiología, 2 Laboratorio de Biología Molecular, Facultad de Veterinaria y Zoo-
tecnia, Universidad Peruana Cayetano Heredia, Lima, Perú

3 E-mail: carlos.shiva@upch.pe

Recibido: 23 de noviembre de 2012
Aceptado para publicación: 15 de abril de 2013

IDENTIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN MOLECULAR DE CEPAS
NATIVAS DE LACTOBACILLUS AISLADAS DE MATERIAL DE CAMA

DE POLLOS DE ENGORDE

IDENTIFICATION AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF NATIVE STRAINS OF

LACTOBACILLUS ISOLATES FROM POULTRY LITTER

Carlos Shiva1,3, Luis M. Jara2

RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue aislar e identificar bacterias del género
Lactobacillus provenientes de material de cama de 1 a 3 usos con bajos registros de
amoniaco de granjas de pollos de engorde. Se evaluó la resistencia a condiciones de
pH 5 y 8, así como la capacidad de inhibición sobre bacterias con actividad ureasa
(Staphylococcus spp y Pseudomona spp) aisladas a partir de material de cama. Se
aislaron 73 colonias consideradas como sospechosas de Lactobacillus a partir de
siembra en medios selectivos y patrones morfológicos. Mediante tinción de Gram y
prueba de catalasa se comprobó que 19 cepas correspondieron al género Lactobacillus
y con PCR se encontró que el 53% correspondió a L. reuteri, el 32% a L. plantarum, el
10% a L. vaginalis y el 5% a L. salivarius. Todas las cepas sobrevivieron a condicio-
nes de pH 5 y 8 y todas produjeron algún tipo de biocina activa contra Staphylococcus
spp o Pseudomonas spp que podrían ser útiles a futuro como aditivo para regular la
microbiota en el material de cama.
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ABSTRACT

The aim of this study was to isolate and identify bacteria of Lactobacillus genus
from poultry litter with 1, 2 or 3 uses and low ammonia records. Resistance for conditions
at pH 5 and 8 was evaluated as well as the ability to inhibit activity in urease bacteria
(Staphylococcus spp and Pseudomona spp) isolated from poultry litter. Seventy three
suspected colonies of Lactobacillus were identified by culture in selective media and
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morphological patterns. Gram staining and catalase test revealed that only 19 strains
were of Lactobacillus genus. Furthermore, through PCR was found that 53% corres-
ponded to L. reuteri, 32% to L. plantarum, 10% to L. vaginalis and 5% to L. salivarius.
All isolates survived at conditions of pH 5 and 8 and all strains produced some type of
active biocin against Staphylococci spp or Pseudomona spp which might be useful as
additive to regulate the microbiota in poultry litter.
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INTRODUCCIÓN

El uso de bacterias probióticas ha sido
el resultado de búsquedas de alternativas para
la mejora del crecimiento de los pollos de
engorde, luego de la prohibición del uso de
antibióticos como promotores de crecimiento
por parte de la Unión Europea (Shiva, 2007).
El término probiótico ha sido utilizado para
designar a aquellos microorganismos que al
ser administrados en el alimento ejercen una
acción moduladora sobre la microflora intes-
tinal, mejorando la respuesta inmunitaria y
logrando un mejor estado sanitario. Los
microorganismos probióticos más represen-
tativos son los pertenecientes a los géneros
Lactobacillus y Bifidobacterium, cuya acción
benéfica se atribuye principalmente a la pro-
ducción de ácidos orgánicos, además de al-
gunas biocinas que inhiben el crecimiento de
patógenos como Pseudomonas aeruginosa,
Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus, Clostridium spp y Salmonella spp
(Valdés et al., 2005; Parra, 2010).

Se sabe además que el modo de acción
de algunas especies de Lactobacillus en aves
incluye el mantenimiento normal de la
microbiota intestinal por exclusión competiti-
va y antagonismo, incrementando la activi-
dad digestiva y reduciendo la actividad
enzimática microbiana y productora de
amonio (Kabir, 2009). Así por ejemplo, cepas
de Lactobacillus casei confieren protección
contra coccidias, mejorando la ganancia de
peso y obteniendo un índice anticoccidial si-

milar al obtenido cuando se utiliza una vacu-
na comercial contra Eimeria (Bautista et al.,
2003). Otras propiedades importantes demos-
tradas in vitro incluyen la reducción de
sulfuro y amonio (Naidu, 2002), así como la
reducción de compuestos orgánicos volátiles
dentro de los galpones (Chang y Chen, 2003),
los cuales involucran procesos mediados por
bacterias con actividad ureasa capaces de
hidrolizar la urea en amoniaco, lo que afecta
la integridad respiratoria del ave y disminuye
su rendimiento (Rothrock et al., 2010).

Se dispone de escasos estudios sobre
caracterización de la población de especies
de Lactobacillus nativas en material de cama
de aves comerciales. Han sido reportadas
especies como L. plantarum, L. delbrueckii,
L. agilis y L. salivarius, entre otras (Paço
et al., 2003), desconociéndose el rol que cum-
plen dentro de la comunidad microbiana de la
cama.

Los objetivos del presente estudio fue-
ron aislar e identificar las especies nativas de
Lactobacillus provenientes de cama de
galpones de pollos con registros de bajos ni-
veles de amoníaco, así como evaluar su ca-
pacidad de resistencia a diferentes niveles de
pH y actividad inhibitoria sobre dos cepas
bacterianas con actividad ureasa, con la fi-
nalidad de establecer las bases de un pro-
ducto biológico útil para el control de las po-
blaciones microbianas involucradas en la pro-
ducción elevada de amoniaco en granjas de
aves comerciales.
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MATERIALES Y MÉTODOS

Lugar de Estudio y Muestras

Se seleccionaron 35 galpones corres-
pondientes a siete planteles comerciales de
pollos broiler de la costa central del Perú,
comprendidas entre Cerro Azul al sur y
Huacho al norte. Las granjas pertenecían al
mismo consorcio avícola y los niveles de
amoniaco en los galpones era bajo (no ma-
yor a 13 ppm en su record histórico).

Las aves tenían entre 30 y 38 días, de
acuerdo a la disponibilidad de ingreso a los
planteles. Las camas eran de segundo a cuar-
to uso. De cada galpón se recolectaron 300
g de material de cama en bolsas estériles.
Las muestras se transportaron a 4 °C al la-
boratorio de la Facultad de Veterinaria y Zoo-
tecnia, Universidad Peruana Cayetano
Heredia, Lima, para su procesamiento (Paço
et al., 2003).

La medición del nitrógeno en los
galpones se hizo con un equipo electrónico
portátil a la altura del pico de las aves, sema-
nalmente y a una misma hora durante cada
campaña de crianza, realizado por el encar-
gado de cada granja.

Identificación Microbiológica

Se colocó 5 g de material de cama en
40 ml de caldo MRS y se incubó a 37 °C por
24 h. Luego, se traspasó hacia el medio MRS
suplementado con ácido acético (1.32 ml/L)
a través de una siembra por agotamiento. Las
placas se incubaron en anaerobiosis por 48 h.

Las colonias resultantes se considera-
ron como sospechosas de Lactobacillus si
eran blanquecinas y pequeñas, Gram positi-
vas, catalasa negativa y morfología bacilar
no esporuladas. Las cepas fueron conserva-
das en alícuotas en crioviales con caldo MRS
y glicerol al 20%.

Identificación Molecular

Se procedió con la extracción del ADN
genómico de cada cepa de acuerdo a las in-
dicaciones del kit comercial Qiamp DNA Mini
Kit (Qiagen®, EEUU). El espacio intergénico
16S-23S se amplificó mediante la técnica de
PCR, utilizando los cebadores y condiciones
descritas por Dubernet et al. (2002) para la
identificación molecular de Lactobacillus a
nivel de género. Asimismo, para la identifica-
ción a nivel de especie se utilizaron los
cebadores y protocolos descritos por Song et
al. (2000) y Berthier y Ehrlich (1998) para la
técnica de PCR múltiple, usando como con-
troles a cepas comerciales de L. plantarum
ATCC 8014, L. delbrueckii ATCC 7830, L.
acidophilus ATCC 4356 y L. reuteri
Protetics BioGaia®.

Crecimiento según pH

Por evaluar la resistencia y crecimiento
a diferentes niveles de pH de las cepas se-
leccionadas, el medio MRS se ajustó a pH 5
y pH 8 mediante adición de ácido clorhídrico
0.1 N e hidróxido de sodio 0.1 N, respectiva-
mente. La concentración de las cepas fue
ajustada a escala 2 de McFarland y 20 µl de
la suspensión fue inoculada en 200 µl de me-
dio MRS líquido ajustado al pH requerido en
pocillos de fondo plano de placas para ELISA
(por triplicado). El crecimiento bacteriano fue
medido en un espectrofotómetro para
microplacas a una densidad óptica (OD) de
620 nm a las 0 y 24 h de la incubación, y el
resultado fue comparado con un estándar del
caldo MRS sin Lactobacillus (Weesel et al.,
2004).

Los resultados se expresaron como ín-
dice de crecimiento bacteriano (ICB). Para
esto, se midió la OD a las 0 h de inoculado y
se dividió entre la OD del mismo pocillo trans-
curridas 24 h. Asimismo, el ICB se midió en
una escala de 0 a 1, considerándose las ce-
pas bacterianas con mejor ICB a aquellas con
los valores numéricos más bajos.
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Actividad Inhibitoria

Para la medición de la actividad
inhibitoria frente a patógenos se utilizó el
método de difusión en agar según Hechard
et al. (1990). Una cepa de Staphylococcus
spp y otra de Pseudomonas spp, ambas con
actividad ureasa provenientes del material de
cama de uno de los planteles en estudio, fue-
ron aisladas e identificadas de acuerdo a pro-
tocolos estándar de laboratorio de microbio-
logía (Win et al., 2008).

Se preparó una suspensión a escala 0.5
de Mcfarland de ambas cepas y se sembra-
ron en placas de agar tripticasa de soya (TSA)
en tres direcciones; se dejaron secar por 5
min y se depositó en su superficie cuatro por-
ciones de agar MRS de 2 cm de diámetro
conteniendo cuatro cepas diferentes de
Lactobacillus a evaluar. Se incubó a 37 °C y
las lecturas se hicieron a las 24 y 48 h. Los
resultados se expresaron en radio de inhibi-
ción, medido en centímetros, que fue la me-
dida formada alrededor de la porción de agar
con la cepa de Lactobacillus sembrada.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Se encontraron 73 cepas sospechosas
y 19 fueron confirmadas a nivel molecular
como integrantes del género Lactobacillus.
De estas, el 53% correspondió a L. reuteri,
el 32% a L. plantarum, el 10% a L. vaginalis
y el 5% a L. salivarius. Las cepas fueron
identificadas a nivel de especie mediante la
técnica de PCR múltiple, a diferencia del
empleo de métodos bioquímicos, en donde el
patrón fenotípico resultante puede ser similar
entre dos especies genéticamente diferentes,
como se demostró en el estudio de Teanpaisan
y Dahlén (2006), donde L. salivarius y L.
acidophilus fueron identificados como L.
fermentum.

L. plantarum ha sido encontrada en el
suelo de granjas de pollos en Senegal
(Ibourahema et al., 2008). Asimismo, las de-

más especies han sido reportadas en Brasil
(Paço et al., 2003), a excepción de L.
vaginalis que fue identificado en dos cepas
en el presente estudio. Esta especie se le
encuentra usualmente en el tracto genital de
las mujeres (Vásquez et al., 2002), aunque
también ha sido aislada del tracto
gastrointestinal de pollos broiler (Stephenson
et al., 2009), pero se desconoce su importan-
cia dentro de la flora microbiana endógena
del intestino y su aplicación como probiótico
en aves comerciales.

Los aislados a partir de material de cama
sugieren que dichas especies se encuentran
colonizando de forma activa el tracto intesti-
nal en las aves. L. salivarius ha sido identifi-
cada a partir de íleon y ciego de pollos de
engorde (Rondón et al., 2008) y L. salivarius
y L. reuteri en muestras de cloaca (Cauwerts
et al., 2006). Igualmente, L. crispatus, L.
salivarius, L. reuteri y L. johnsonii han sido
recientemente encontradas en intestino y ciego
de broilers (Majidzadeh et al., 2011), lo que
demuestra que más de una especie puede ser
aislada de las excretas, pudiendo además ser
un indicativo de la microbiota gastrointestinal
en condiciones normales.

Factores como la dieta, temperatura, pH,
reutilización de material de cama, y la locali-
zación en intestino determinan la presenta-
ción de determinadas especies de
Lactobacillus en aves (Paço et al., 2003); por
ejemplo, en íleon se han reportado otras es-
pecies mesofílicas como L. colehominis, L.
gallinarum, L. gasseri, L. johnsonnii y L.
mucosae, donde además, L. crispatus y L.
salivarius se encontraron mayoritariamente
en pollos orgánicos mientras que L. salivarius
y L. johnsonii prevalecieron en aves con-
vencionales (Bjerrum et al., 2006). De igual
forma, L. acidophilus ha sido aislada de he-
ces de broilers (Lee et al., 2008) y del buche,
íleon y ciego (Guan et al., 2005) y la especie
termotolerante L. thermotolerans ha sido
aislada de heces (Niamsup et al., 2003). Asi-
mismo, otros estudios indican que la compo-
sición endógena de Lactobacillus y otras bac-
terias en intestino está más influenciada por



311Rev Inv Vet Perú 2013; 24(3): 307-315

Identificación de especies de Lactobacillus provenientes de cama de broilers

Cuadro 1. Índice de crecimiento bacteriano (ICB) de cepas de Lactobacillus a dos niveles de 
pH 

 

Especie de Lactobacillus Código de cepa ICB a pH 5 ICB a pH 8 

L. reuteri 3 0.088 0.077 
L. vaginalis 15 0.127 0.215 
L. vaginalis 20 0.117 0.203 
L. reuteri 12 y 13 0.113 0.083 
L. reuteri 25 0.103 0.116 
L. reuteri 26 0.077 0.203 
L. plantarum 27a 0.111 0.279 
L. plantarum 27b 0.101 0.202 
L. plantarum 27c 0.090 0.083 
L. plantarum 27d 0.130 0.185 
L. plantarum 27e 0.125 0.200 
L. plantarum 28a 0.111 0.189 
L. reuteri 28b 0.103 1.090 
L. reuteri 29 0.110 0.274 
L. salivarius 30 0.062 0.153 
L. reuteri 31a 0.096 0.089 
L. reuteri 31b 0.144 0.089 
L. reuteri 34a 0.107 0.114 
L. reuteri 34b 0.156 0.242 

 

el medio ambiente que por la genética del
organismo hospedador (de Waard et al.,
2002), incluyendo además la edad y el mate-
rial de elección para la cama (Torok et al.,
2007); lo que explicaría la diversidad de es-
pecies de Lactobacillus que pueden ser ais-
ladas en aves vivas o a partir de cama.

Las cepas de Lactobacillus con mayor
crecimiento, luego de 24 horas a niveles de
pH 5, correspondieron a L. salivarius (cepa
#30) y L. reuteri (cepa #3), mientras que a
pH 8 fue L. reuteri (cepas #3, 12 y 13) (Cua-
dro 1). Los diferentes ICB registrados en las
cepas aisladas sugieren que la adaptabilidad
a diversos niveles de pH está modulada por
factores de crecimiento propios de cada cepa.

Recientemente se ha sugerido que las proteí-
nas de superficie de ciertas cepas de
Lactobacillus estarían asociadas al crecimien-
to y supervivencia a niveles de pH bajo
(Hossein et al., 2010).

Todas las cepas presentaron actividad
inhibitoria frente a Staphylococcus spp lue-
go de 24 h, pero solo el 63% a las 48 h. Asi-
mismo, el 68% de las cepas presentó activi-
dad inhibitoria frente a Pseudomonas spp a
las 24 h y el 26% a las 48 h (Cuadro 2). Ade-
más, solo las cepas 15 y 30 no mostraron
reducción del halo inhibitorio entre las 24 y
48 h de incubación frente a Staphylococcus
spp y Pseudomonas spp, respectivamente.
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Las bacterias ácido lácticas producen
biocinas extracelulares con actividad
bactericida o bacteriostática, las cuales
desestabilizan la membrana citoplasmática
bacteriana y alteran su permeabilidad (Nithya
et al., 2012). Además, producen ácidos or-
gánicos, diacetil y enzimas inhibitorias, los
cuales en conjunto tienen actividad antagóni-
ca contra la microflora competitiva e inhiben
su crecimiento (Mohankumar, 2011). La se-
creción de biocinas alcanza su mayor pro-
ducción durante la fase de crecimiento
exponencial (Sumathi y Reetha, 2012), de allí

que la reducción de la actividad inhibitoria en
algunas cepas del presente estudio podría
explicarse por el tiempo transcurrido (48 ho-
ras) coincidente con la fase estacionaria.

La variación del grado de inhibición en-
tre cepas aisladas frente a los dos patógenos
evaluados demanda estudios adicionales con
la finalidad de aislar, purificar y caracterizar
los compuestos activos con actividad
antimicrobiana presentes en las cepas que
mostraron mayor actividad inhibitoria in vitro.
La capacidad productora de bacteriocinas de

Cuadro 2. Actividad inhibitoria1 de cepas de Lactobacillus obtenidas de cama de pollos de 
engorde frente a Pseudomonas spp y Staphylococcus spp  

 

Código de 
cepa 

Después de 24 h Después de 48 h 
Pseudomonas Staphylococcus Pseudomonas Staphylococcus 

3 --- 0.20 --- --- 
12 y 13 --- 2.00 --- 1.00 

15 --- 0.20 --- 0.20 
20 --- 0.10 --- --- 
25 0.15 0.20 --- 0.10 
26 1.00 2.00 --- 1.00 
27a 3.00 5.00 --- --- 
27b 2.00 4.00 --- --- 
27c 1.00 3.00 --- 1.00 
27d 1.50 3.00 --- 1.00 
27e 2.00 3.00 --- 1.50 
28a 2.00 4.00 --- --- 
28b 0.15 0.25 0.05 0.15 
29 2.50 3.00 0.50 1.00 
30 3.00 6.00 3.00 3.00 
31a 1.00 2.50 --- --- 
31b --- 3.00 --- 1.00 
34a 0.15 0.30 --- --- 
34b  --- 3.00 --- 2.00 

Agar solo --- --- --- --- 
1 Expresada en centímetros del radio de inhibición desde el borde de la porción de agar con 

Lactobacillus 
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L. salivarius aislado de ciego de pollos ha
sido demostrada frente a especies de
Campylobacter (Messaoudi et al., 2011). En
forma similar, una bacteriocina de la cepa L.
plantarum F12 contra Listeria monocy-
togenes (Sifour et al., 2012) y la cepa TN627
contra Staphylococcus aureus y Salmonella
enterica (Bejar et al., 2011). Así también, la
reuterina proveniente de L. reuteri en con-
centraciones cercanas a los 30 µg/ml ha re-
sultado útil como antimicrobiano contra
patógenos entéricos como Salmonella y
Campylobacter (Edens, 2003), lo que posi-
bilita además una alternativa para la reduc-
ción de la diseminación de bacterias
zoonóticas asociadas a alimentos.

CONCLUSIONES

Se obtuvieron 19 cepas nativas del gé-
nero Lactobacillus de material de cama de
broilers con bajo nivel de amoniaco, corres-
pondiendo a las especies L. reuteri, L.
plantarum, L. vaginalis y L. salivarius.
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